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°C degrees Celsius 
ABAP antibody-based assay for PAD activity 
Ac acetyl 
ACPA anti-cyclic citrullinated peptide antibody 
AD Alzheimer's disease 
ADI arginine deiminase 
ARG1 arginase-1 
ASA argininosuccinic acid 
ASL argininosuccinate lyase 
ASS argininosuccinate synthetase 






-benzoyl-L-arginine ethyl ester 
BCEE N

-benzoyl-L-citrulline ethyl ester 
BCME N

-benzoyl-L-citrulline methyl ester 
Bz benzoyl 
calcd. calculated 
CARM1 coactivator-associated arginine methyltransferase 1 
CAT1 cationic amino acid transporter 1 
CBP CREB-binding protein 








DDAH dimethyl-L-arginine dimethylaminohydrolase 
DIPEA diisopropylethylamine 
DMAP N,N-dimethy l-4-aminopyridine 
DMF N,N-dimethylformamide 
DMSO dimethyl sulfoxide 
DNA deoxyribonucleic acid 
d-PeT donor-excited photoinduced electron transfer 
DTT 1,4-dithiothreitol 
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 
Em emission 
eNOS endothelial nitric oxide synthase 
ESI electrospray ionization 
ETS early tumor shrinkage 
EWG electron-withdrawing group 
Ex excitation 
g gram(s) 
GADD growth arrest and DNA damage 
GFAP  glial fibrillary acidic protein 
h hour 
HAT histone acetyltransferase 
HDAC histone deacetylase 
HL human promyelocytic leukemia  
HOMO highly occupied molecular orbital 
HPLC high performance ｌiquid chromatography 
HRMS high-resolution mass spectrometry 
HRP horseradish peroxidase 
HSP90 heat shock protein 90 
Hz hertz 
IC50 inhibitory concentration 50 
J coupling constant (in NMR spectrometry) 
JMJD6 jumonji domain-containing protein 6 
L  litter 
LUMO lowest unoccupied molecular orbital 
m milli 
M molar (moles per litter) 
m multiplet (in NMR spectrometry) 
m/z mass-to-charge ratio 
MBP myelin basic protein 
MCF-7 michigan cancer foundation-7 
Me methyl 
min minute(s) 
mRNA messenger ribonucleic acid 
MS multiple sclerosis 
MS mass spectrometry 
n nano 
n normal 
NADPH dihydronicotine adenine dinucleotide phosphate 
NETs neutrophil extracellular traps 
NLS nuclear localization signal 
NMR nuclear magnetic resonance 
NO nitric oxide 
NOS nitric oxide synthase 
OTC ornithine trans carbamylase 
P. T. proton transfer 
PAD peptidyl arginine deiminase 
PBS phosphate buffered salts 
pH potential of hydrogen 
Pol II ribonucleic acid polymerase II 
ppm part(s) per million 
PRMT1 protein arginine methyltransferase 1 
PUMA p53 upregulated modulator of apoptosis 
quant. quantitative yield 
RA rheumatoid arthritis 
ROS reactive oxygen species 
rt room temperature 
s singlet 
s.e.m. standard error of the mean 
STAT1 signal transducers and activator of transcription 
t triplet 
TEA triethylamine 
TFA trifluoroacetic acid 
TG Tokyo Green 
TMB 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine 
TMS tetramethylsilane 
























のように PAD 活性を簡便かつ高感度に検出できる評価系はこれまでに存在しなかった。 
 当研究室ではフェニルグリオキサール誘導体が酸性条件下でシトルリンと特異的に
環化反応を起こすという知見に着目し、この反応を蛍光プローブの消光原理である
donor-excited photoinduced electron transfer (d-PeT) 機構と組み合わせた新規シトルリン







 開発する評価系には PADs の共通基質として汎用されている N-benzoyl-L-arginine 




 前述の FG の問題点のうち、特に酸性条件下におけるフルオレセインのスピロ環化に





 FGME を用いた PAD4 活性検出系は簡便な操作性を有しているが、水和物の生成に
よって d-PeT 機構による消光が非効率化され、バックグラウンド蛍光が増大していた。






乏しい PAD2 活性の評価にも適用可能であることが示された。 
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「d-PeT 機構制御に基づいた PAD活性検出蛍光プローブの開発」 
























「網羅的な PADs 活性検出系の構築」 















 シトルリンは非コードアミノ酸の 1 種であり、1914 年に古賀らに
よりスイカの絞り汁から単離され 1、1930 年に和田らによって構造が
決定された上で、citrulline と命名された 2。その後、1932 年に Krebs ら
の報告によって、オルニチン回路の代謝中間体としてシトルリンの重
要性が示された 3。翌 1933 年にはカゼインをトリプシン処理するとシ
トルリンが得られることが明らかになった 4。このような経緯で非コ
ードアミノ酸であるシトルリンが多くの研究者から注目を集めるこ
とになった。1960 年代から 1990 年代にかけては、関節リウマチ (rheumatoid arthritis; 
RA) 患者の血清中に抗シトルリン化ペプチド抗体  (anti-cyclic citrullinated peptide 
antibody; ACPA) が存在することが明らかにされている 5-10。1998 年には、ノーベル医
学・生理学賞が授与された「一酸化窒素 (nitric oxide; NO) の発見」において注目され
たNO 産生酵素 (nitric oxide synthase; NOS) が L-アルギニンを L-シトルリンへと代謝す
ることが明らかになり、シトルリンは再度注目を集めた。加えて、2002 年に中島らが
プロテオミクス解析によりヒストンのシトルリン化を発見し 11、2004 年に Cuthbert ら、















とカルバモイルリン酸からオルニチントランスカルバミラーゼ  (ornithine 
transcarbamylase; OTC) によりリン酸と共に生合成される。一方、細胞質中で、シトル
リンはアルギニノコハク酸合成酵素 (argininosuccinate synthase; ASS) により ATP 依存
的にアスパラギン酸と縮合し、アルギニノコハク酸 (argininosuccinic acid; ASA) へと変
換される。この ASS はアルギニノコハク酸リアーゼ (argininosuccinate lyase; ASL) 、血
管内皮型一酸化窒素合成酵素 (endothelial nitric oxide synthase; eNOS)、カチオン性アミノ
酸トランスポーター1 (cationic amino acid transporter 1; CAT1) および熱ショック蛋白質 
(heat shock protein 90; HSP90) と複合体を形成している。そのため、オルニチン回路では
ASS により産生された ASA は ASL によってアルギニンへと変換された後に、NO 合




















Figure 2-1: Biosynthesis and metabolism of citrulline 
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 ペプチド性シトルリンは、ペプチド性アルギニン脱イミノ化酵素 (PAD) によるアル



























Figure 2-2: Citrullination of peptidylarginine by PADs  
















性アルギニン残基をシトルリン残基へと変換する酵素として PAD が特定された 26。こ









を受け、0.2 mM のカルシウムイオン存在下でヒストン H3 中のシトルリンが 400 倍増
加することが示された 31。 
 
 PAD と類似のカルシウム依存性グアニジノ基修飾酵素である dimethyl-L-arginine 
dimethylaminohydrolase (DDAH) や arginine deiminase (ADI) が L-アルギニンを基質とす
Figure 2-4: Interactions of the arginine guanidium group with the carboxyl, phosphoryl 





理解されている。Figure 2-5 に示すように、PAD4 の基質認識には R374と基質主鎖のア
ミド部位との水素結合が重要であるが、L-アルギニンの場合このような水素結合を形成










PAD の触媒部位は U 字型の貫通した構造であるため、グアニジノ基と反対側の入り口
から水が酸素源として接近し、脱イミノ化が進行する。それに対し、DDAH や ADI で
は L-アルギニンが近傍のループ構造によって溶媒から守られる形で活性部位に接近し
て酵素反応を受ける。このような立体効果が PADs と DDAH および ADI での基質認識
の違いに寄与していると考えられる 35,36。 
 PAD4 によるシトルリン化は次のようなメカニズムで進行する(Figure 2-6)32,37,38。基質
アルギニン残基のグアニジノ基は D350, D473 のカルボキシ基と水素結合を形成し、活
性中心に存在する C645 による求核攻撃を受ける。その後、グアニジノ基を挟んで C645 
と反対側に存在する H471 からのプロトン供与と続くアンモニアの脱離、水の付加を経
てウレイド基へと変換される。この触媒反応には、C645 のチオール基の脱プロトン化
と H471 のプロトン化が共に起こることが必要であるため、PAD4 のシトルリン化は 
pH 7.3 ~ 8.3の間で起こる。PAD1 および PAD3 でも同様の機構で進行する。 






















 一方、pH プロファイルの結果から PAD2 の触媒反応では、基質アルギニン残基のグ
アニジノ基が D351, D473 のカルボキシ基との水素結合形成に加え、プロトン化を受け
た H471 のイミダゾイル基による活性化を受けながら、C647 のチオラート による求核
攻撃を受けることが示された (Figure 2-7)39。そのため、PAD1,3,4 では段階的に進行す




































 PAD1 は、主に表皮や子宮で発現し、発現した組織では細胞質に局在している。PAD1 




 PAD2 は、PAD アイソザイムの中で最も多様な組織においてその発現が確認されて
いるアイソザイムであり、分泌腺・脳・子宮・脾臓・腎臓・骨格筋・表皮などで発現し
ている 28,43-46。この PAD2 の発現レベルの制御を担っている因子は mRNAスプライシン
グとタンパク質の翻訳である。PAD2 の基質として、中枢神経系のミエリン塩基タンパ
ク質 (myelin basic protein; MBP) や骨格筋のビメンチンおよびマクロファージが知られ
ているが 46,47、近年アストロサイトのグリア細胞線維性酸性タンパク質 (glial fibrillary 




















11,47,55、腫瘍化に関連している可能性が示唆されている 56,57。PAD4 は 5 つの PAD アイ
ソザイムの中で唯一 N 末に核移行シグナル  (nuclear localization signal, NLS; 
P56AKKKST63) を有しており、核局在を有すると考えられている
58。PAD4 はヒストン

















































 ヒストンの修飾を行うために、アセチル化を司る HAT (histone acetyltransferase) と脱




ン残基の脱メチルイミノ化を触媒することから、protein arginine methyltransferase 1  
(PRMT1) や coactivator-associated arginine methyltransferase (CARM1/PRMT4) によるヒス





































ン H3R17 とヒストン H4R3) はエストラジオール処理により変化し、メチル化レベルの
減少とシトルリン化レベルの上昇が確認された 79。この知見から、同領域での PAD4 と
PRMTs の相互作用の可能性が示唆された。また PAD4 はがん抑制遺伝子の p53 とも相
互作用し、p53 標的遺伝子の発現を転写抑制因子として制御していることも明らかにな
った 80,81。DNA 損傷前には p21/CIP1 WAF1、GADD45 や PUMA の p53 標的遺伝子の
プロモーター領域における高度なシトルリン化と PAD4 の結合が見られるが、DNA 損







ること 73、および PAD4 と HDAC2 も p53 標的遺伝子プロモーター領域で結合してい
ることから 80、エピジェネテッィクに p53 標的遺伝子の制御を実行していると考えられ

















 また PAD4 には転写活性化因子としての働きも知られている。MCF-7 細胞において、
ETS 発がん遺伝子ファミリーに属する Elk-1 遺伝子と相互作用し、シトルリン化を引
き起こすことで、Elk-1 のリン酸化が亢進し転写活性化を誘導することが確認された 83。 
  
Figure 2-9. The epigenetic effect on p53 target genes. 
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2-2-3 PAD と NETs 
 






は NETs (neutrophil extracellular traps) と呼ばれ、細胞質内抗菌タンパク質を含む 85。放
出された NETs は細菌を捕捉して好中球やマクロファージによる貪食を受けやすくす






 この NETs 形成にシトルリン化が関与すると考えられている。PAD4 によるヒストン
のシトルリン化に伴う DNA との相互作用の減弱と、高次クロマチン構造の脱凝縮が











2-2-3-2 NETs とシトルリン化 
 
 近年、HL60 細胞において、PAD4 の阻害が NETs 形成を強く抑制することが明ら
かになり、PAD4 と NETs 形成との関連およびヒストンのシトルリン化と NETs 形成の
関連が示唆された 86,87。NETs 形成においてヒストンのシトルリン化は必要不可欠であ
り、活性酸素種 (ROS; reactive oxygen species) 依存的な PAD4 の活性化が必要である。
NADPH オキシダーゼが抑制されて ROS が産生されない慢性肉芽腫症では NETs 形成
が誘導されず易感染性になることから、NETs の生体防御における寄与は大きいと考え





2-2-4 PAD と疾患 
 





 関節リウマチ (rheumatoid arthritis, RA) は全身性の慢性自己免疫疾患であり、活性化
したマクロファージの浸潤と滑膜の炎症が特徴である。リウマチ患者において臨床的に
注目されている自己抗原として ACPA (anti-citrullinated protein antibody) が挙げられる 89。






において PAD4 と PAD2 が発現している白血球が滑膜液組織に浸透すると、滑膜液中
に PAD4 および PAD2 を放出し、シトルリン化タンパク質が産生される 93,94。細胞外カ









 多発性硬化症 (multiple sclerosis; MS) は中枢神経系の疾患である。神経系では PAD2 
と PAD4 が発現しており 95、中でもMS には PAD2 が深く関連すると考えられていて、
MBP の過剰なシトルリン化とミエリン鞘の脱髄などが誘導される。また、過剰なシト
ルリン化を受けたMBP ではリン脂質との間の相互作用が減弱し、ミエリン鞘を形成で





 ヒストン修飾や DNA のメチル化といったエピジェネティックな修飾には腫瘍形成
との関連が深い 96,97。PAD4 は主に白血球に発現しているが、腫瘍組織内での過剰発現
が認められている 11。また、PAD4 はがん抑制関連遺伝子 p53 に対する抑制因子として
作用し、その下流に存在するがん化抑制遺伝子を制御することから PAD4 の過剰発現
と腫瘍形成との関与が考えられた。一方、PAD4 の発現は p53 に直接的に制御されて
おり、p53 に対してネガティブフィードバックな作用が示唆されている 98。加えて、近
年 PAD4 阻害剤 YW356 と HDAC 阻害剤 SAHA との併用によってがん細胞の成長を







発することによって神経を脱落させ、アルツハイマー病 (Alzheimer’s disease; AD) をは






2-3 PADs に対する基質特異性 
 
 PADs のアイソザイム間の基質特異性は、触媒メカニズムが共通な PAD1, 3, 4 につい
て化学合成したヒストン H4 の N末側の部分配列を用い検討された 102。その結果、PAD3
が PAD1,4 と比較し長いペプチド配列をよく認識することが示され、この知見を基に
PAD3 選択的阻害剤が開発された。 
 基質認識において重要な要因としてはアルギニン残基が形成する 2 つのアミド結合
のカルボニル基と R374 の相互作用と、アルギニン残基の周辺ペプチドのシート様構
造の形成 103 が考えられているが、PAD4 はヒストン配列中の複数のアルギニン残基を












Figure 2-11. Citrullination sites of histones by PAD4. 
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 これまでに報告されている PAD の可逆的阻害剤を Figure 2-12に示す。生物活性天然







依存性を示す化合物として GSK199、GSK484 が報告されている 107。これらの化合物は、
nM オーダーで PAD4 に対する選択的な阻害活性を示す。その阻害様式は、活性部位の
入り口付近で-へリックスを構成するアミノ酸残基と相互作用し、その二次構造を崩し
-シート構造を誘起することによると考えられている。 





 これまでに報告されている PAD の不可逆的阻害剤の例を Figure 2-13 に示す。不可逆
的阻害剤は PAD の活性部位に存在する C645 との間に共有結合を形成し、安定なチオ
エーテルを形成する。最初の共有結合型 PAD 阻害剤、Cl-acetamidine108 をもとに、PAD 
のよい基質になる N-ベンゾイルアルギニン様構造へと誘導化された Cl-amidine が開発
された 109。その後、Cl-amidine の問題点であった疎水性を向上させ、バイオアベイラ
ビリティを改善した YW3-56 が報告された 99。YW3-6 の in vitro における IC50 値は








Figure 2-13. Irreversible and covalent PAD inhibitors. 
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2-5 PAD 活性検出法 
 
 一般的に PAD 活性はタンパク質のアルギニン残基のシトルリン化と相関するため、
基質の脱イミノ化を追跡する手法が広く用いられてきた。 
 
2-5-1 ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) 法 
 
 ELISA キットを用いた本手法は antibodybased assay for PAD activity (ABAP) アッセ
イと呼ばれ、抗シトルリン化抗体を用いて PAD により産生されたシトルリン化ペプチ















 アンモニア検出法は PAD4 が酵素反応によりグアニジノ基を脱イミノ化する際に副
生するアンモニア量が PAD4 のシトルリン化活性に相関するという考えに基づき、人
工基質 N--benzoyl-L-arginine (BAEE) の脱イミノ化により生じるアンモニアをオルト










Figure 2-14. Mechanism of ABAP assay, HRP: horseradish peroxidase, TMB: 
tetramethyl benzidine 
Figure 2-15. Mechanism of PAD4 screening kit based on the detection of ammonia  
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2-5-3 酵素反応を利用した turn-on 型蛍光プローブによる検出法 
 
 2014年Sabulskiらは turn-on型蛍光プローブを用いたPAD4 活性検出法を報告した 112。
ZRcoum は、分子内のグアニジノ基がトリプシンに認識されることで C 末が切断され、

































 そこで私は、より簡便な PAD4 活性検出系の構築を目的とした。その目的が実現でき







第３章 阻害剤スクリーニングを志向した PAD 活性検出蛍光プローブの開発 
 
3-1  d-PeT 機構制御に基づいた PAD 活性検出プローブの高度化 
 
3-1-1 Flu-Glyoxal (FG) の分子設計 
 
 簡便かつ高感度な PAD4 活性検出系を構築するために、当研究室山内は、2010 年に
Tutturen らにより報告された酸性条件下でのフェニルグリオキサールとシトルリンの
特異的な環化反応に着目した (Figure 3-1)113。この特異的環化反応を蛍光分子の消光原
理である光誘起電子移動の一種、donor-excited photoinduced electron transfer (d-PeT) 機構 
(Figure 3-2) 












Figure 3-1. The specific reaction of glyoxal with citrulline under acidic conditions. 























Figure 3-3.The presumed fluorescence enhancement mechanism of FG with citrulline 
produced by PAD4. 
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3-1-2 FGを用いた PAD4 活性検出 115 
 
 山内は、FG を用いた PAD4 活性検出系を Figure 3-4 のように設計した。PADs の既
知の人工基質である N-benzoyl-L-arginine ethyl ester (BAEE) はシトルリン化を受け
N















 その結果、基質である BAEE と PAD4 (human recombinant) 存在下で有意な蛍光上昇
が確認された (Figure 3-5)117。一方、酵素非存在下および阻害剤 Cl-amidine109 を添加し
た条件下では蛍光上昇が認められなかったことから、FG はシトルリン選択的に反応す







































Figure 3-5. Detection of PAD4 activity using FG
115
. The enzymatic reaction was 
conducted in 100 mM Tris HCl buffer (50 mM NaCl, 10 mM CaCl2, 2 mM 
1,4-dithiothreitol (DTT), 10 mM BAEE, 200 nM PAD4 and 100 M Cl-amidine; total 
volume was 10 L) at 37 °C for 30 min. Trifluoroacetic acid (TFA) (3.0 L) and 750 
mM FG (2.0 L; in MilliQ containing 10% DMSO) were added and the mixture was 
incubated at 37 °C for 120 min, then diluted with MilliQ (185 L). The results are 
mean ± s.e.m. from three experiments. ****p < 0.0001 after Bonferroni correction (n 




























を抑制可能である 121。その結果、フルオレセインの pH 26 の間で見られるフォームが
メチルエステルでは存在せず、平衡に関与する部位をキサンテン環のみに限定できる






                                                   
a
 フルオレセインは pH2-6 の水溶液中ではスピロ環化した閉環体となり得るが、さらに強い
酸性条件下においてはキサンテン環のカルボニル酸素がプロトン化されて生じる開環体が
優位に存在するようになる。特異的環化反応の条件は pH 0 であり、このプロトン化された
開環体で存在していると考えられる。 


























て 2位がカルボキシ基からメチル基に変換された Tokyo Green (TG)122が知られている 





















 スピロ環化を抑制し酸性条件下での蛍光測定を志向した FG のメチルエステル、
FGME を市販のフルオレセイン誘導体から合成した (Scheme 3-1)。出発物質である 5-
アミノフルオレセイン (5) をジアゾニウム塩に変換後、ヨウ化カリウムを作用させヨ
ウ化物 6 に誘導した後に、キサンテン環の 2 つのフェノール性水酸基をアセチル基で
保護し、ヨウ化物 7 を得た 123。続いて、得られた 7 に対しパラジウム触媒存在下、無
水酢酸を作用させてアセトフェノン誘導体へと導いた後 124、キサンテン環の 2 つのア
セチル基の脱保護と酸触媒による 2位カルボキシ基のメチルエステル化を行った。最後
に、二酸化セレンを用いアセトフェノン部位を酸化してグリオキサール構造を構築し、
目的の FGME を得た。また、FGME を酸性条件下で Lシトルリンと作用させること






























 合成した FGME を用いて、シトルリン検出プローブとしての機能評価を行った。 
  
まず、酸性条件下で L-シトルリンが検出可能であるかを確認した。その結果、FGME
は FG とは異なり、中和操作を行う必要なく、酸性のままマイクロプレート上で L-シ
トルリンを検出可能なことが示された（Figure 3-9）b。以上より、FGME を用いること



















Figure 3-9. Detection of L-citrulline using FG or FGME under acidic conditions. To 
a sample solutions (15 L) of L-citrulline (1–50 eq.) in PAD buffer were added TFA 
(3 L, final concentration; 20%) and glyoxal probes (FG or FGME, 2 L, 750 M 
solution in MilliQ containing 75% DMSO, final concentration; 100 M), and 
incubated at 37 C for 2 h. The results are mean ± s.e.m. from three experiments. 
***p < 0.005 vs 0 eq. group after Bonferroni correction. Excitation wavelength = 
450 nm, emission wavelength = 535 nm 
 
 























 続いて L-シトルリンではなく、人工基質から PAD4 による酵素反応で産生したシト
ルリン化体が FGME を用いて検出可能であるか、評価した。 
 
 FG の機能評価の場合と同様、PAD の人工基質である BAEE を PAD4 と 37 C でイ
ンキュベーションさせ、酵素反応を進行させた後、シトルリン化体 BCEE が存在する
反応溶液を酸性に導き、FGME を加えさらに 2 時間 37 C でインキュベーションして
グリオキサール部とシトルリン部とを反応させた。その結果、FGME は PAD4 による
酵素反応により生じたシトルリン化体とも反応し、酸性条件のまま有意な蛍光増大で検





                                                   
































この結果から FGME を用いることで FG を用いた PAD4 活性検出系で必要であっ












Figure 3-11. Detection of PAD4 activity using FGME under acidic conditions. A 
solution of PAD4 (5 M, 2 L), BAEE (100 mM, 2 L) and Cl-amidine (1 mM, 2 L) in 
PAD buffer (14-20 L) was incubated at 37 °C for 30 min. Then, TFA (10 L) and 
FGME (1 mM, 5 L) were added and the mixture was incubated at 37 °C for 2 h. After 
the reaction finished, fluorescence intensity was measured with a plate reader. The 
results are mean ± s.e.m. from three experiments. ***p < 0.005 after Bonferroni 





 まず、FGME およびそのシトルリンとの環化生成物 FGME-Cit の吸光スペクトルと
蛍光スペクトルを測定した (Figure 3-12)。そして測定した各種スペクトルから光学特性























































































Figure 3-12. Absorption and fluorescence spectra of 1 M fluorescein (measured in 0.1 N NaOH 
solution containing 0.1% DMSO), FGME, FGME-Cit (measured in sodium phosphate buffer (pH 





















生成物の蛍光量子収率に着目すると、FG-Cit に比べ FGME-Cit の蛍光量子収率が小さ




Measured in sodium phosphate buffer (pH 7.4). For determination of FL, fluorescein 







 FGME、FGME-Cit の吸光スペクトルから、FG、FG-Cit に比べてそれぞれ極大吸収
波長の長波長シフトが確認されたため、電子密度低下によるベンゼン環の LUMO エネ






















こで、20% TFAを含む緩衝液中での FG および FGME とそれぞれのシトルリンとの環
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 3-1-3で述べたように、キサンテン環がプロトン化を受けて開環体として存在しているか


























































Figure 3-13. Absorption (upper) and fluorescence (bottom) spectra of 1 M FG, FG-Cit, 
FGME, and FGME-Cit (measured in sodium phosphate buffer containing 20% TFA). ex 
= 440 nm. 
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 測定した各種スペクトルから、FG および FGME は酸性条件下においても d-PeT 機
構による消光を受けていることが示唆された。また、FG および FGME とそれぞれの




これらの結果から、酸性条件下における FGME の光学特性は FG と比較しても検出
感度の低下の直接の原因にはならないことが示唆された。したがって、FGME は FG よ
りも酸性条件下での蛍光測定に適した光学特性を有しているが、その反応性が十分では





 当研究室で開発された d-PeT 機構制御に基づいた新規シトルリン検出蛍光プローブ
FG の課題の 1 つであった、蛍光の pH 依存性を改善した蛍光プローブ FGME を設
計・合成した。合成した FGME は標品の L-シトルリンに加え、PAD4 が酵素反応に
より産生した生成物であるシトルリン化体と特異的に反応し、特異的環化反応後の酸
性溶液のままプレートリーダーを用いて検出可能なことを示した。 
 これらの結果から、FGME を用いることで FG を用いた PAD4 活性検出系では必要






























3-2-2 d-PeT 機構制御に基づいた turn-on型過酸化水素検出蛍光プローブ 
 
 グリオキサール構造を有する d-PeT 機構制御型シトルリン検出蛍光プローブ FGME
の問題点を解決するために、2011 年に東京大学長野らのグループによって報告された、
d-PeT 機構を作動原理とする turn-on 型過酸化水素プローブ NBz に着目した 125。NBz 
では benzil 構造が過酸化水素と反応し、蛍光性の 5-カルボキシフルオレセインが放出























3-2-3 Benzil 型シトルリン検出蛍光プローブの分子設計 
 
 NBz のような benzil 型蛍光プローブはグリオキサール同様に 1,2-ジカルボニル構造
を有するため、酸性条件下でシトルリンとの特異的環化反応を引き起こすことが可能と
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 3-1-7で FGが特異的環化反応後の酸性溶液中で吸収と蛍光を有することが明らかになっ
たからため、Figure 3-15 のように R = COOH の化合物も検討することにした。FGと FGME
の光学特性の比較より、わずかな電子密度の差でもプローブの機能に影響し得ると考えた。 
Figure 3-15. Proposed reaction of benzil-type fluorescence probes with 
electron-withdrawing group (EWG). 
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3-2-4 Benzil 型シトルリン検出蛍光プローブの合成 
 
 設計した benzil 型蛍光プローブを Scheme 3-2 にしたがって合成した。FGME の合成
経路と同様に、市販の 5アミノフルオレセインを出発物質に中間体 7 を調製した後、
異なる電子求引性置換基を有するフェニルアセチレンとの薗頭カップリングにより
種々の内部アルキンに導いた。続いて、アセチル保護されたキサンテン環の 2つの水酸






















同様に、フルオレセインの 2 位カルボキシ基をメチルエステル化した benzil 型蛍光





が異なる benzil 型蛍光プローブを 7 種合成した。 
 
Scheme 3-2. Synthesis of benzil-type fluorescence probes (12a-c) with a carboxyl 























Scheme 3-3. Synthesis of benzil-type fluorescence probes (14ad) with a 
methoxycarbonyl group in the fluorescein moiety 
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3-2-5 中性条件下における benzil 型プローブの光学特性 
 
 合成した benzil 型蛍光プローブに関して光学特性評価を行った。まず、それぞれの
プローブの吸光スペクトルと蛍光スペクトルを pH7.4 リン酸緩衝液中にて測定した 
(Figure 3-16)。得られたスペクトルから各種パラメータを算出し、コントロールのフル
オレセインおよび前述の FGME と比較した (Table 3-2)。 







Figure 3-16. Absorption and fluorescence spectra of 1 M fluorescein (measured in 0.1 N NaOH 
solution containing 0.1% DMSO) and benzil-type fluorescence probes (measured in sodium 






































Measured in sodium phosphate buffer (pH 7.4). For determination of FL, fluorescein 
in 0.1 N NaOH (FL = 0.85) was used as a fluorescence standard. 
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3-2-6 酸性条件下における benzil 型蛍光プローブのスペクトル測定 
 
中性条件下でのスペクトル測定に続いて、実際のシトルリンとの反応条件である 20% 


























































Figure 3-17. Absorption (upper) and fluorescence (bottom) spectra of 1 M 
fluorescein and benzil-type fluorescence probes (measured in sodium phosphate 
buffer containing 20% TFA). ex = 440 nm. 
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3-2-7 シトルリンと benzil型プローブの反応性評価 
 
 光学特性評価の結果から、benzil型プローブは d-PeT 機構制御による効率的な消光を
受けていることが示唆されたので、続いて反応性の評価を行った。 
 まず、L-シトルリンとの反応性を評価した。20% TFA を含んだ緩衝液中に Lシトル


























Figure 3-18. Time-dependent reaction of benzyl-type fluorescence probes with 
L-citrulline under acidic conditions. A solution (50 L) of each fluorescence probe (5 L, 1 
mM solution in DMSO, final concentration; 100 M), L-citrulline (5 L, 100 mM solution in 
PAD buffer, final concentration; 10 mM) and TFA (10 L, final concentration; 20) in PAD 
buffer (30 L) were incubated at 50 C for 30, 60, 90, or 120 min and subjected to HPLC 
with absorbance detection. 
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この benzil 型 プローブを L-シトルリンとインキュベーションした際に生じる生成物
がフルオレセインに由来する蛍光を有しているか、120 分間インキュベーションした後
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Figure 3-19A. HPLC analyses of the reaction products between benzil probes and L-citrulline. A 
solution (50 L) of each fluorescence probe (Bz-FluCOOH, Bz-FluME, 4NO2Bz-FluCOOH, 
4NO2Bz-FluME; 5 L, 1 mM solution in DMSO, final concentration; 100 M), L-citrulline (10 L, 100 
mM solution in PAD buffer, final concentration; 20 mM) and TFA (10 L, final concentration; 20) in 
PAD buffer (25 L) was incubated at 50 C for 2 hr and subjected to HPLC with absorbance and 
fluorescence detection. Each sample was loaded onto an Inertsil ODS-3 column (5 mm; 150  4.6 
mm) on a Shimadzu HPLC system. The eluates were monitored with a photodiode array detector 
(SPD-M10A VP). (A) MilliQ water containing 0.1  TFA and (B) MeCN containing 0.1  TFA were 
used as developing solvents. Gradient conditions were as follows: 0 min, A 80  and B 20   20 
min, A 20  and B 80 →25 min, A 20% and B 80 %.●: benzil probe, □: spontaneously 




























Figure 3-19B. HPLC analyses of the reaction products between benzil probes and L-citrulline. 
A solution (50 L) of each fluorescence probe (4MEBz-FluCOOH, 4MEBz-FluME, 
diCF3Bz-FluME; 5 L, 1 mM solution in DMSO, final concentration; 100 M), L-citrulline (10 L, 
100 mM solution in PAD buffer, final concentration; 20 mM) and TFA (10 L, final concentration; 
20) in PAD buffer (25 L) was incubated at 50 C for 2 hr and subjected to HPLC with 
absorbance and fluorescence detection. Each sample was loaded onto an Inertsil ODS-3 
column (5 mm; 150  4.6 mm) on a Shimadzu HPLC system. The eluates were monitored with 
a photodiode array detector (SPD-M10A VP). (A) MilliQ water containing 0.1  TFA and (B) 
MeCN containing 0.1  TFA were used as developing solvents. Gradient conditions were as 
follows: 0 min, A 80  and B 20   20 min, A 20  and B 80 →25 min, A 20% and B 80 %. 






3-2-8 シトルリン誘導体 BCMEと benzil型プローブの反応性評価 
 
 ここまでに機能評価に用いていた L-シトルリンは、PAD 活性検出に利用する人工基
質 BAEE から産生される BCEE と異なり、無保護のカルボキシ基とアミノ基を有して
いるため、これらの官能基が静電的な相互作用や水素結合によって benzilプローブとの
反応性に影響を及ぼしていることが懸念された。そこで、酵素反応で生じたシトルリン
化体により近い基質として、BCEE と類似した市販の N-Bz-L-citrulline methyl ester 
(BCME) を用いて反応性の評価を行った。 
 L-シトルリンとの反応性を評価した時と同様に、20% TFA 水溶液中でプローブと
BCME とを 50 °C で 2 時間インキュベーションした後、蛍光強度をプレートリーダー
で測定した。コントロールとしてプローブのみを酸性水溶液中でインキュベーションし
た場合と BCME の代わりに酵素反応の人工基質である BAEE とインキュベーション








Figure 3-20.Fluorescence detection of BCME using benzil-type fluorescence probes under acidic 
conditions. A solution (50 L) of each fluorescence probe (5 L, 1 mM solution in DMSO, final 
concentration; 100 M) and BCME (10 L, 100 mM solution in TFA, final concentration; 20 mM) in 
PAD buffer (35 L) or BAEE (10 L, 100 mM solution in PAD buffer, final concentration; 20 mM) in 
PAD buffer (25 L) and TFA (10 L) was incubated at 50 C for 2 h. The results are mean   s.e.m. 
from three experiments. **p < 0.01 after Bonferroni correction among each probe. Excitation 
wavelength = 450 nm, emission wavelength = 535 nm. 
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 4NO2Bz-FluMEで controlと比較して BAEE、BCMEを用いた場合に蛍光強度が減少する
理由は、Figure 3-19の結果から水和物が d-PeT機構による消光を受けるが示唆されたように、






 最適化したプローブ 4MEBz-FluME を用いて、酸性条件下におけるシトルリン特異
的な環化反応に伴う蛍光増大が反応溶液中に存在するBCME 量に依存するかを評価し
た。 
 BCME濃度を 020 mM に変化させた酸性反応溶液中で 4MEBz-FluME と 50 Cで反























その結果、BCME 濃度依存的な蛍光増大が確認された。この時、BCME が 2 mM 以
上存在する条件下において有意な蛍光増大が認められたことから、4MEBz-FluMEをシ
トルリン検出に用いる場合には、あらかじめ 2 mM 以上のシトルリン化体が産生され
るように酵素反応を最適化することが望ましい。そのような条件下であれば、シトルリ
ン産生量は PAD 活性を反映すると考えられることから、PAD 活性の有無を判断可能だ
と考えられる。 
 
Figure 3-21. BCME-concentration dependency of 4MEBz-FluME under acidic 
conditions. To BCME (0, 1, 5, 10, 50, 100 mM, 10 L, final concentration, 0, 0.2, 1, 2, 
10, 20 mM) in TFA (10 L) were added PAD buffer (35 L) and 4MEBz-FluME (1 mM, 5 
L, final concentration; 100 mM). The mixtures were incubated at 50 C for 2 h. The 
results are mean  s.e.m. from three experiments **p < 0.01 vs 0 mM group after 
Bonferroni correction. Excitation wavelength = 450 nm, emission wavelength = 535 nm.  
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3-2-10 4MEBz-FluME を用いた PAD4 活性検出 
 
 4MEBz-FluME を用いて、PAD4 が酵素反応によって産生したシトルリン化体 BCEE
を検出可能であるか評価した。 
 BAEE と PAD4 を 50 C で 1 時間インキュベーションした後に、反応溶液を酸性に
導き、4MEBz-FluME を添加してシトルリン化体と 50 Cで 2 時間反応させた。その結
果、基質と酵素存在下で有意な蛍光増大が認められ、その蛍光増大は阻害剤である
Cl-amidine を添加することによって抑制された (Figure 3-22)。また、このときの蛍光増
大量は FGME を用いた PAD4 活性検出系と比較し大きくなったことから、



















Figure 3-22. (Left) Detection of PAD4 activity with 4MEBz-FluME. The enzymatic reaction was 
conducted in PAD buffer (100 mM Tris HCl, 50 mM NaCl, 10 mM CaCl2, 2 mM DTT, 20 mM 
BAEE, PAD4 (as provided in the PAD4 assay kit purchased from Cayman Chemical, without 
dilution) and 10 M Cl-amidine; total volume was 20 L) at 50 C for 1 h. TFA (10 L), 1 mM 
4MEBz-FluME (5 L, final concentration 100 M) and PAD buffer (15 L) were added and the 
mixture was incubated at 50 C for 2 h. The results are mean  s.e.m. from three experiments. 
***p < 0.005 after Bonferroni correction. Excitation wavelength = 450 nm, emission wavelength 
= 535 nm. (Right) Generation of BCEE after the enzymatic reaction of BAEE with PAD4 for 1 
hr. 60% of BAEE was found to be citrullinated. The reaction solution was loaded onto an Inertsil 
ODS-3 column (5 mm; 150  4.6 mm) on a Shimadzu HPLC system. The eluates were 
monitored with a photodiode array detector. (A) MilliQ water containing 0.1  TFA and (B) 
MeCN containing 0.1  TFA were used as developing solvents. Gradient conditions were as 




 酵素反応後、4MEBz-FluME を添加する直前の反応溶液を HPLC で分析すると、酵
素反応で生じたシトルリン化体は 60%、すなわち 12 mM 相当と見積もられた。Figure 






3-2-11 4MEBz-FluME を用いた PAD2 活性検出 
 
 PADs のシトルリン化活性は「55 C、pH 7.2で 1時間当たりの BAEE から BCEE を
産生する反応から算出する」と定められている (Figure 3-23)。そのため、BAEE を用い















 そこで、4MEBz-FluME を用いた PAD4 活性検出系を PAD2 にも適用することとし
た。PAD2 の主な局在場所は細胞質であるが、一部が核にも局在し、ヒストンのシトル
リン化を介して核機能にも関与すること及び多発性硬化症との関連が深いことが知ら





Figure 3-23. Citrullination of BAEE to BCEE by PAD enzymes 
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 PAD2 の活性検出のため、BAEE を PAD2 とともに 50 C で 5 時間インキュベーシ
ョンした後に反応溶液を酸性に導き、4MEBz-FluME を添加してシトルリン化体と 50 
C で 2 時間反応させた。その結果、PAD2 においても基質と酵素存在下で有意な蛍光
増大が認められ、その蛍光増大は阻害剤である Cl-amidine を添加することによって抑
制された (Figure 3-24 left)。 
 
 PAD2 のシトルリン化活性は PAD4 と比較して弱いため、酵素反応の時間を 5 倍長




















Figure 3-24. (Left) Detection of PAD2 activity with 4MEBz-FluME. The enzymatic reaction was 
conducted in PAD buffer (100 mM Tris HCl, 50 mM NaCl, 10 mM CaCl2, 2 mM DTT, 20 mM 
BAEE, 600 nM PAD2 and 10 M Cl-amidine (in PAD buffer containing 10% DMSO); total 
volume was 20 L) at 50 C for 5 h. To TFA (10 L), 1 mM 4MEBz-FluME (5 L, final 
concentration 100 M) and PAD buffer (15 L) were added. The mixture was incubated at 50 C 
for 2 h. The results are mean  s.e.m. from three experiments. *p < 0.05 after Bonferroni 
correction. Excitation wavelength = 450 nm, emission wavelength = 535 nm. (Right) Generation 
of BCEE after the enzymatic reaction of BAEE with PAD2 for 1 hr. 8.6% of BAEE was found to 
be citrullinated. The reaction solution was loaded onto an Inertsil ODS-3 column (5 mm; 150  
4.6 mm) on a Shimadzu HPLC system. The eluates were monitored with a photodiode array 
detector (SPD-M10A VP). (A) MilliQ water containing 0.1  TFA and (B) MeCN containing 0.1  
TFA were used as developing solvents. Gradient conditions were as follows: 0 min, A 80  and B 





3-2-12 4MEBz-FluME を用いた Cl-amidine の PAD4阻害濃度の算出 
 




 既知の不可逆的 PADs 阻害剤である Cl-amidine の PAD4 阻害濃度の算出を試みた。
段階的に濃度を変化させた Cl-amidine と PAD4 をプレインキュベーションした後、反
応溶液に BAEE を添加して 1 時間 50 C で酵素反応を行った。反応溶液を酸性に導い
た後 4MEBz-FluME を加え 2 時間インキュベーション後、反応溶液の蛍光強度をプレ
ートリーダーを用いて測定した。そして、得られた蛍光強度から各 Cl-amidine 濃度で

























Figure 3-25. Calculation of half-inhibitory activity (IC50) of Cl-amidine with 
4MEBz-FluME. The enzymatic reaction was conducted in PAD buffer (100 mM Tris 
HCl, 50 mM NaCl, 10 mM CaCl2, 2 mM DTT, 50 mM BAEE, 1.5 M PAD4 and 1, 10, 
100, 1000 M Cl-amidine (in PAD buffer containing 10% DMSO, final DMSO 
concentration 0.25%); total volume was 20 L) at 50 C for 5 h. To TFA (10 L), 1 
mM 4MEBz-FluME (5 L, final concentration 100 M) and PAD buffer (15 L) were 
added. The mixture was incubated at 50 C for 2 h. Excitation wavelength = 450 nm, 
emission wavelength = 535 nm. 
IC
50





曲線から算出した IC50 値は 5.1 M であり、4MEBz-FluME  を用いることで PADs阻
害濃度を算出可能なことが示された。 
また、4MEBz-FluME を用いた本評価系における Z’ 値は 0.64 であった (Figure 3-26)。
Z’ 値は 0.50 以上ある場合、そのスクリーニング系は十分な質と精度を有すると認めら





















                                                   
i 阻害曲線は最大値が 100%、最小値が 0%に収束するようにフィッティングした。 
Figure 3-26. Calculation of Z’ factor about detection system using 4MEBz-FluME. The 
enzymatic reaction was conducted in PAD buffer (100 mM Tris HCl, 50 mM NaCl, 10 mM 
CaCl2, 2 mM DTT, 50 mM BAEE, 1.5 M PAD4; toal volume was 20 L) at 50 C for 1 h. 
TFA (10 L), 1 mM 4MEBz-FluME (5 L, final concentration 100 M) and PAD buffer (15 
L) were added and the mixture was incubated at 50 C for 2 h. The results are mean   
s.e.m. from eight experiments. ***p < 0.005 after Bonferroni correction. Excitation 
















以上のように、私は d-PeT 機構制御に基づいた turn-on 型新規シトルリン検出蛍光プ
ローブとして FGMEおよび 4MEBz-FluMEを開発した。 
これらのプローブは、シトルリンとプローブとの特異的反応に用いられる酸性条件下
で蛍光測定が可能な化合物であり、これらの化合物を用いることで中和操作を省略した
簡便な in vitro 活性検出系を構築できた。また、benzil 型シトルリン検出蛍光プローブ
4MEBz-FluMEは、d-PeT 機構効率およびウレイド基との反応性を向上できたことから、
PAD4 だけでなくよりシトルリン化活性が弱い PAD2 の活性も検出可能なことが示され








General methods and materials 
1
H NMR spectra and 
13
C NMR spectra were recorded with a JEOL JNM-LA500, JEOL 
JNM-A500, Varian VNMRS 500, JEOL JNM-ECZ500 or BRUKER AVANCE600 spectrometer 
in the indicated solvent. Chemical shifts (δ) are reported in parts per million relative to the 
internal standard, tetramethylsilane (TMS). Electrospray ionization (ESI) mass spectra were 
recorded with a JEOL JMS-T100LC mass spectrometer equipped with a nanospray ion source. 
UV/Vis absorption spectra were recorded with a UV-1800 spectrophotometer (Shimadzu). 
Fluorescence spectra were recorded with an RF-5300PC fluorometer (Shimadzu). Analytical 
HPLC was performed with a Shimadzu pump system equipped with a reversed-phase ODS 
column (Inertsil ODS-3 4.6×150 mm, GL Science, Tokyo, Japan) at a flow rate of 1.0 mL min
−1
. 
Semipreparative HPLC purification was performed with a JASCO PU-2086 pump system 
equipped with a reversed-phase ODS column (Inertsil ODS-3 20×250 mm, GL Science) at a 
flow rate of 10 mL min
−1
. Microplate fluorescence assay was performed with an ARVO X5 plate 
reader (PerkinElmer). Recombinant human PAD4 was purchased from Cayman Chemical 
Company (Michigan, USA). All other reagents and solvents were purchased from 
Sigma–Aldrich (St. Louis, USA), Tokyo Chemical Industry Co., Ltd. (TCI, Tokyo, Japan), 
Wako Pure Chemical Industries (Osaka, Japan), Nacalai Tesque (Kyoto, Japan), or Kanto 
Kagaku (Tokyo, Japan) and used without further purification. Flash column chromatography 
was performed with silica gel 60 (particle size 0.032–0.075) supplied by Taikoh-shoji. 
 
 
Experimental part of FGME 
 
3’,6’-dihydroxy-5-iodo-3H-spiro[2-benzofuran-1,9’-xanthene]-3-one (6) 
To a suspension of 5-aminofluorescein (5) (3.00 g, 8.63 mmol) in 12 N aqueous HCl (35.0 mL) 
was added 18.0 g of ice. The mixture was cooled to 0 C, then a solution of sodium nitrite (900 
mg, 13.0 mmol) in water (15.0 mL) was slowly added over 5 min. The mixture was stirred at 0 
C for 1.5 hour, then a solution of potassium iodide (11.5 g, 69.0 mmol) in water (25.0 mL) was 
added dropwise over 10 min. The mixture was stirred at room temperature for 4 h, then 
extracted with i-PrOH/CH2Cl2 (v/v = 1/3; 3 times). The combined organic layer was washed 
with saturated aqueous sodium thiosulfate and brine, and dried over sodium sulfate. Filtration, 
evaporation and purification by silica gel flash column chromatography (CHCl3/MeOH = 9/1) 
gave 2.69 g (6.75 mmol, 78 %) of 6 as an orange solid: 
1
H NMR (CDCl3, 500 MHz) 8.35 (d, J 
= 1.4 Hz, 1H), 7.96 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.93 (dd, J = 8.0, 1.4 Hz, 1H), 6.73 (d, J =2.4 Hz, 2H), 
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6.66 (d, J = 8.6, 2.4 Hz, 2H), 6.55 (d, J = 8.6 Hz, 2H).  
 
3',6'-bis(acetyloxy)-5-iodo-spiro[isobenzofuran-1(3H),9'-[9H]xanthen]-3-one (7) 
To a solution of 6 (1.10 g, 2.41 mmol) and N,N-dimethyl-4-aminopyridine (35.0 mg, 0.290 
mmol) in pyridine (15.0 mL) was added acetic anhydride (800 L, 7.85 mmol). The reaction 
mixture was stirred at room temperature for 20 hour, then poured into water, and extracted with 
AcOEt. The combined organic layer was washed with brine and dried over sodium sulfate. 
Filtration, evaporation and purification by silica gel flash column chromatography 
(AcOEt/n-hexane = 1/5 to 1/3) gave 1.30 g (2.40 mmol, quantitative yield) of 7 as a yellow 
solid: 
1
H-NMR (CDCl3, 500 MHz)  8.37 (s, 1H), 7.99 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.09 (s, 2H), 6.95 (d, 
J = 8.1 Hz, 1H), 6.84-6.80 (br, 4H), 2.31 (s, 6H). 
 
5-acetyl-3-oxo-3H-spiro[isobenzofuran-1,9'-xanthene]-3',6'-diyl diacetate (8) 
Anhydrous N,N-dimethylformamide (15.0 mL) was added through a septum to an Ar-purged 
flask containing 7 (1.16 g, 2.15 mmol), tris(dibenzylideneacetone)dipalladium(0) (98.0 mg, 
0.107 mmol) and anhydrous lithium chloride (455 mg, 10.7 mmol).  Acetic anhydride (1.01 
mL, 10.8 mmol) and N,N’-diisopropylethylamine (748 L, 4.29 mmol) were added dropwise. 
The resulting mixture was stirred at 100 C for 16 h, then cooled to room temperature, quenched 
with H2O, and extracted with diethyl ether and AcOEt. The combined organic layer was dried 
over sodium sulfate. Filtration, evaporation and purification by silica gel flush column 
chromatography (AcOEt/ n-hexane = 1/4 to 1/2) afforded 489 mg (1.07 mmol, 50 %) of 8 as a 
pale orange solid: 
1
H NMR (CDCl3, 500 MHz)  8.57 (1H, s), 8.29 (1H, dd, J = 8.1, 1.5 Hz), 
7.30 (1H, d, J = 8.1 Hz), 7.12 (2H, d, J = 2.0 Hz), 6.83 (2H, dd, J = 8.6, 2.0 Hz), 6.81 (2H, d, J 
= 8.6 Hz), 2.72 (3H, s), 2.32 (6H, s). 
 
5-acetyl-3',6'-dihydroxy-3H-spiro[isobenzofuran-1,9'-xanthen]-3-one (9) 
To a solution of 8 (229 mg, 0.500 mmol) in MeOH (25.0 mL) was added potassium carbonate 
(152 mg, 1.10 mmol). The mixture was stirred at room temperature for 22 h, then poured into 
saturated aqueous sodium dihydrogenphosphate dihydrate and extracted with AcOEt. The 
combined organic layer was dried over sodium sulfate. The organic layer was filtered, and the 
filtrate was evaporated to dryness over silica gel. Purification by silica gel flash column 
chromatography (AcOEt/ n-hexane = 1/2 to 1/1) afforded 164 mg (0.460 mmol, 93 %) of 9 as a 
orange solid: 
1
H NMR (CDCl3, 500 MHz)  8.56 (s, 1H), 8.28 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 
8.0Hz, 1H), 6.72 (d, J = 2.3 Hz, 2H), 6.58 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.53 (dd, J = 8.7, 2.3 Hz, 2H), 




5-acetyl-2-(6-hydoxy-3-oxo-3H-xanthen-9-yl) benzoic acid methyl ester (10) 
A mixture of 5 (200 mg, 0.576 mmol), MeOH (10.0 mL), and concentrated H2SO4 solution 
(0.200 mL) was heated for 24 h at room temperature. The solution was poured onto ice, and 
then a saturated NaHCO3 solution was slowly added. The orange precipitate was separated and 
extracted with CH2Cl2. The combined organic layers were dried over Na2SO4 and concentrated 







2-(6-hydroxy-3-oxo-3H-xanthen-9-yl)-5-(2-oxoacetyl) benzoic acid methyl ester (FGME, 3) 
To a solution of SeO2 (92.0 mg, 0.840 mmol) in 1,4-dioxane (300 L) and MilliQ (30.0 L, 
1.68 mmol) was added AcOH (24.0 L, 420 mmol). The mixture was heated at 80 ℃ for 30 
min, and the resulting clear solution was cooled to room temperature and used for the oxidation 
of 10. To a solution of 10 (44.3 mg, 0.114 mmol) in 1,4-dioxane (2.00 mL) and MilliQ (100 L) 
was added activated SeO2 solution (144 L, 0.342 mmol) and the reaction mixture was heated at 
80 C for 2 h. The reaction was monitored by ESI-MS. The mixture was cooled to room 
temperature and the crude product was purified by reverse-phase HPLC to afford 3 (7.90 mg, 
16%) as a yellow solid. HRMS (ESI
+
): calcd: 403.0817; found: 403.0818 [M+H]
+
, calcd: 
421.0923; found: 421.0914 [M+OH+H]
+
, calcd: 435.1079; found: 435.1079 [M+OMe+H]
+
. 
HPLC purity: 96.3 % (254 nm) 
 
(1S)-1-methylester-3-(4-(3-carboxy-4-(6-hydroxy-3-oxo-3H-xanthen-9-yl)-phenyl)-5-hydro
xy-2-oxo-2,5-dihydro-1H-imidazol-1-yl)propan-1-aminium trifluoroacetate (FGMECit, 4) 
To a solution of L-citrulline (1.80 mg, 10.0 mol) in 400 L of H2O/ TFA (v/v = 1/1) was added 
FGME (3) (4.00 mg, 10.0 mol). The reaction mixture was stirred for 22 h and monitored by 
reverse-phase HPLC. Then, it was evaporated in vacuo to afford an orange amorphous solid, 
which was purified by reverse-phase HPLC to afford 1.80 mg (2.67 mol, 28 %) of FGME-Cit 
TFA salt (4) as a orange solid: 
1
H NMR (CD3OD, 500 MHz)  8.28 (s, 1H), 7.86 (d, J = 7.9 Hz, 
1H), 7.57 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.24 (d, J = 9.6 Hz, 2H), 7.05 (s, 2H), 6.94 (d, J = 9.6 Hz, 2H), 
5.45 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 3.99 (t, J = 6.3 Hz, 1H), 3.82–3.72 (m, 1H), 3.64 (s, 3H), 3.23-3.13 
(m, 1H), 2.01-1.88 (m, 2H), 1.84-1.68 (m, 2H). HRMS (ESI
+
): calcd: 560.1669; found: 





Preparation of glyoxal probes and assay buffer. 
Glyoxal probes (FG and FGME) were prepared as 10 mM stock solutions in DMSO. PAD 
assay buffer (Tris-HCl (pH 7.60), containing 50 mM NaCl, 2 mM DTT and 10 mM CaCl2) was 
prepared as a stock solution. 
 
Absorption and fluorescence spectropy 
Absorption and fluorescence spectra were measured in a quartz cuvette (4           on 
UV-1800 (Shimadzu, Japan) and RF5300PC (Shimadzu, Japan) instruments, respectively. 
Spectra of citrulline probes were measured in PBS (pH 7.4) or 20% TFA in PAD buffer at the 
final concentration of 1 M (0.1% DMSO). The fluorometer slit width was 3.0 nm for both 
excitation and emission, the sensitivity was set to low, and the excitation wavelength was 490 
nm (in neutral condition) or 440 nm (in acidic condition). Relative fluorescence quantum yield 
was obtained by comparing the area under the emission spectrum of the sample in sodium 
phosphate buffer (pH 7.4) with that of fluorescein in 0.1 N NaOH, whose quantum yield is 0.85. 
 
 
Detection of L-citrulline with glyoxal fluorescence probes 
A solution (15 L) of glyoxal fluorescence probe (2 L, 750 M solution in DMSO, final 
concentration; 100 M), L-citrulline (1-50 equiv. in PAD buffer) and TFA (3 L, final 
concentration; 20) was incubated at 37 C for 2 h. Then, the fluorescence intensity was 
measured with a plate reader (ARVOX5). The results are mean  s.e.m. from three experiments. 
***p < 0.005 after Bonferroni correction. Excitation wavelength = 450 nm, emission 
wavelength = 535 nm 
 
Enzymatic assay of PAD4 with BAEE 
BAEE (100 mM, final concentration 10 mM, 1 L) in Tris-HCl (pH 7.60) was incubated in 
PAD assay buffer (7 L, total volume 10 L), containing PAD4 (2 M, final concentration 0.2 
M) and 10 % DMSO in PAD assay buffer (1 L, final DMSO concentration 1%) at 37 C for 0 
min, 10 min, 20 min, or 30 min. Then, each solution was diluted with MilliQ (190 L) and 
loaded onto an Inertsil ODS-3 column (5 mm; 150  4.6 mm) on a Shimadzu HPLC system. 
The eluates were monitored with a photodiode array detector (SPD-M10A VP) and fluorescence 
detector (RF-20A XS). (A) MilliQ water containing 0.1  TFA and (B) MeCN containing 0.1  
TFA were used as developing solvents. Gradient conditions were as follows: 0 min, A 90  and 





Enzymatic reaction of FGME and PAD4 and inhibition assay using Cl-amidine 
A solution (20 L) of PAD4 (5 nM, 2 L, first concentration; 0.5 nM, final concentration; 0.2 
nM), BAEE (100 mM, 2 L, first concentration; 10 mM, final concentration; 4 mM) and 
Cl-amidine (1 mM, 2 L, first concentration; 100 M, final concentration; 40 M) in PAD 
buffer (14–20 L) was incubated at 37 C for 30 min. Then, TFA (10 L, final concentration; 
20%), FGME (1 mM, 5 L, final concentration; 100 M) and PAD buffer (15 L) were added 
and the mixture was incubated at 37 C for 2 h. After the reaction was finished, fluorescence 
intensity was measured with a plate reader (ARVOX5). The results are mean ± s.e.m. from three 
experiments. ***p < 0.005 after Bonferroni correction. Excitation wavelength = 450 nm, 
emission wavelength = 535 nm. 
 
 
Experimental part of benzil probes 
 
Synthesis of 11a, 11b, 12a and 12b. 
11a, 11b, 12a and 12b were prepared by a known method
112
. 12a: HPLC purity: 98.1 % (254 
nm), 12b: HPLC purity: 95.2 % (254 nm). 
 
Synthesis of 11c. 
5-Iodofluorescein diacetate (7, 50.0 mg, 0.102 mmol), methyl 4-ethynylbenzoate (23.0 mg, 
0.143 mmol), PdCl2(PPh3)2 (8.50 mg, 12.1 mol), and CuI (2.30 mg, 12.0 mol) were mixed in 
dry THF (3.00 mL), and triethylamine (80.0 L) was added. The mixture was stirred at room 
temperature for 12 h under an argon atmosphere. THF was evaporated under reduced pressure 
and the mixture was purified by column chromatography (silica gel, AcOEt/n-hexane = 1/4, 2/3, 
3/2, 4/1) to afford 11c (51.1 mg, 87%) as a pale yellow solid. 
1
H NMR (CDCl3, 500 MHz) 
8.17 (s, 1H), 8.06 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.82 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H), 7.63 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 
7.20 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.10 (d, J = 1.6 Hz, 2H), 6.85-6.84 (m, 4H), 3.94 (s, 3H), 2.32 (s, 6H). 
13
C NMR (CDCl3, 125 MHz) 168.9, 168.2, 166.5, 152.5, 152.2, 151.6, 138.4, 131.8, 130.2, 









Synthesis of 12c. 
To a solution of 11c (51.1 mg, 89.0 mol) in methanol (2.00 mL) was added K2CO3 (50.0 mg) 
and the mixture was stirred at room temperature for 4 h. After completion of the reaction, the 
mixture was filtered and the filtrate was evaporated under reduced pressure. The crude product 
was dissolved in DMSO (2.0 mL) , then PdCl2 (5.20 mg, 5.94 mol) was added, and the mixture 
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was stirred at 100 C for 12 h under an argon atmosphere. The crude product was purified by 
preparative HPLC to afford 12c (12.4 mg, 27%, 2 steps) as a yellow solid. 
1
H NMR (DMSO-d6, 
500 MHz) 8.47 (d, J = 1.5 Hz, 1H), 8.36 (dd, J = 8.1, 1.5 Hz, 1H), 8.17 (br., 4H), 7.52 (d, J = 
8.1 Hz, 1H), 6.69 (d, J = 2.3Hz, 2H), 6.65 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.56 (dd, J = 8.6, 2.3 Hz, 2H), 
3.91 (s, 3H). 
13
C NMR (DMSO-d6, 125 MHz) 192.1, 191.3, 167.3, 165.2, 159.6, 157.6, 151.6, 
136.4, 135.3, 134.8, 133.6, 130.3, 129.6, 129.4, 129.2, 126.9, 126.6, 125.1, 112.6, 108.4, 102.2, 
52.6. HRMS (ESI
+
): calcd: 523.10291; found: 523.10291 [M+H]
+
 (2.67 mDa). HPLC purity: 
95.4 % (254 nm) 
 
Synthesis of 11d. 
11d was similarly prepared from 3,5-ditrifluoromethylethylnylbenzene in 82% yield. 
11d: 
1
H NMR (CDCl3, 500 MHz) 8.19 (s, 1H), 8.00 (s, 2H), 7.87 (s, 1H), 7.83 (d, J = 8.0 Hz, 
1H), 7.22 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.11 (s, 2H), 6.85-6.84 (m, 4H), 2.32 (s, 6H). 
13
C NMR (CDCl3, 
125 MHz) 168.9, 168.1, 153.1, 152.3, 151.6, 138.4, 132.4, 132.1, 131.7, 129.0, 128.5, 126.8, 
124.8, 124.6, 124.4, 118.0, 115.9, 110.7, 90.5, 88.5, 81.9, 31.0, 21.2. MS (ESI
+







Synthesis of 14a. 
To a solution of 4a (69.5 mg, 0.161 mmol) in methanol (2.00 mL) was added K2CO3 (111 mg, 
0.805 mmol), and the mixture was stirred at room temperature for 1 h. After completion of the 
reaction, the mixture was filtered and the filtrate was evaporated under reduced pressure. The 
crude product was dissolved in MeOH (2.00 mL) and then H2SO4 (0.300 mL) was added. The 
mixture was refluxed for 12 h, then H2O was added, and the resulting precipitate was collected 
and dried under reduced pressure to afford 6a as a yellow solid. The crude product was used for 
the next step without further purification. To a solution of 6a (crude) in DMSO (3.00 mL) was 
added PdCl2 (6.00 mg, 33.8 mol). The mixture was stirred at 100 C for 13 h under an argon 
atmosphere. The reaction was monitored by reverse-phase HPLC. After the reaction was 
complete, the crude product was purified by preparative HPLC to afford 7a (4.41 mg, 5.7%, 3 
steps) as a yellow solid. 
1
H NMR (DMSO-d6, 500 MHz) 8.69 (d, J = 1.7Hz, 1H), 8.38 (dd, J = 
8.0, 1.7 Hz, 1H), 8.05 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.85 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 7.76 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 7.68 
(t, J = 8.0 Hz, 2H), 6.96 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 6.73 (s, 2H), 6.67 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 3.61 (s, 3H). 
13
C NMR (DMSO-d6, 125 MHz) 193.5, 192.7, 164.1, 158.1, 156.4, 151.8, 140.1, 135.8, 133.9, 
133.3, 132.1, 132.0, 131.4, 130.6, 130.4, 130.0, 129.5, 121.5, 114.5, 103.2, 52.8. HRMS (ESI
+
): 
calcd: 479.22308; found: 479.11130; [M+H]
+
 (-1.78 mDa). HPLC purity: 96.2% (254nm). 
 




  14b: 
1
H NMR (DMSO-d6, 500 MHz) 8.79 (d, J = 1.7Hz, 1H), 8.47 (dd, J = 8.0, 1.7 Hz, 1H), 
8.45 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 8.31 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.77 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.69 (d, J = 9.1 Hz, 
2H), 6.79 (s, 2H), 6.73 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 3.62 (s, 3H). 
13




): calcd: 524.09816; found: 
524.09776; [M+H]
+
 (-0.39 mDa). HPLC purity: 96.6% (254nm). 
  14c: 
1
H NMR (DMSO-d6, 500 MHz) 8.73 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 8.42 (dd, J = 7.9, 1.7 Hz, 
1H), 8.19 (br, 4H), 7.76 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 6.92 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 6.70 (s, 2H), 6.65 (d, J = 
9.1 Hz, 2H), 3.91 (s, 3H), 3.61 (s, 3H). 
13
C NMR (DMSO-d6, 125 MHz) 192.2, 191.6, 165.3, 
164.2, 156.3, 151.7, 151.0, 140.1, 135.4, 135.0, 134.1, 133.2, 132.0, 131.7, 130.5, 130.5, 130.2, 
129.8, 121.6, 114.5, 108.5, 103.3, 52.7. HRMS (ESI
+
): calcd: 537.11856; found: 537.11680; 
[M+H]
+
 (-1.75 mDa). HPLC purity: 95.2% (254nm). 
  14d: 
1
H NMR (DMSO-d6, 500 MHz) 8.86 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 8.65 (s, 2H), 8.58 (s, 1H), 
8.52 (dd, J = 8.0, 1.2 Hz, 1H), 7.78 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.01 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 6.85 (d, J = 1.8 
Hz, 2H), 6.77 (dd, J = 9.2, 1.8 Hz, 2H), 3.63 (s, 3H). 
13
C NMR (DMSO-d6, 125 MHz) 188.3, 
187.6, 164.3, 156.7, 139.3, 134.7, 133.8, 132.4, 132.0, 131.4, 130.9, 130.8, 130.5, 129.9, 128.8, 
128.7, 124.0, 121.8, 114.7, 103.1, 52.8. HRMS (ESI
+
): calcd: 601.07220; found: 601.07146; 
[M+H]
+
 (-0.74 mDa). HPLC purity: 98.9% (254nm). 
 
Preparation of benzil probes and assay buffer. 
Benzil probes were prepared as 10 mM stock solutions in DMSO. PAD assay buffer (Tris-HCl 
(pH 7.60), containing 50 mM NaCl, 2 mM DTT and 10 mM CaCl2) was prepared as a stock 
solution. 
 
HPLC analysis of the time-dependence of the cyclo-addition reaction of benzil probes with 
L-citrulline 
A solution (50 L) of each fluorescence probe (5 L, 1 mM solution in DMSO, final 
concentration; 100 M), L-citrulline (5 L, 100 mM solution in PAD buffer, final concentration; 
10 mM) and TFA (10 L, final concentration; 20) in PAD buffer (30 L) was incubated at 
50 C for 30 min, 60 min, 90 min or 120 min. Then, each solution was loaded onto an Inertsil 
ODS-3 column (5 mm; 150  4.6 mm) on a Shimadzu HPLC system. The eluates were 
monitored with a photodiode array detector (SPD-M10A VP). (A) MilliQ water containing 0.1 
 TFA and (B) MeCN containing 0.1  TFA were used as developing solvents. Gradient 
conditions were as follows: 0 min, A 80  and B 20   20 min, A 20  and B 80 →25 min, 
A 20% and B 80 %. 
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HPLC analysis of the reaction products of benzil probes and L-citrulline 
A solution (50 L) of each fluorescence probe (5 L, 1 mM solution in DMSO, final 
concentration; 100 M), L-citrulline (10 L, 100 mM solution in PAD buffer, final 
concentration; 20 mM) and TFA (10 L, final concentration; 20) in PAD buffer (25 L) was 
incubated at 50 C for 2 hr. Then, each solution was loaded onto an Inertsil ODS-3 column (5 
mm; 150  4.6 mm) on a Shimadzu HPLC system. The eluates were monitored with a 
photodiode array detector (SPD-M10A VP) and a fluorescence detector (RF-20A XS). (A) 
MilliQ water containing 0.1  TFA and (B) MeCN containing 0.1  TFA were used as 
developing solvents. Gradient conditions were as follows: 0 min, A 80  and B 20   20 min, 
A 20  and B 80 →25 min, A 20% and B 80 %. 
 
Detection of L-citrulline with benzil fluorescence probes 
A solution (50 L) of each fluorescence probe (5 L, 1 mM solution in DMSO, final 
concentration; 100 M), L-citrulline (10 L, 100 mM solution in PAD buffer, final 
concentration; 20 mM) and TFA (10 L, final concentration; 20) in PAD buffer (30 L) was 
incubated at 50 C for 2 hr. Then, the fluorescence intensity was measured with a plate reader 
(ARVOX5). The results are mean  s.e.m. from three experiments. *p < 0.05, ****p < 0.001 
after Bonferroni correction.  
 
Detection of BCME with benzil fluorescence probes 
A solution (50 L) of each fluorescence probe (5 L, 1 mM solution in DMSO, final 
concentration; 100 M) and BCME (10 L, 100 mM solution in TFA, final concentration; 20 
mM) in PAD buffer (35 L) or BAEE (10 L, 100 mM solution in PAD buffer, final 
concentration; 20 mM) in PAD buffer (25 L) and TFA (10 L) was incubated at 50 C for 2 hr. 
Then, the fluorescence intensity was measured with a plate reader (ARVOX5). The results are 
mean  s.e.m. from three experiments. **p < 0.01 after Bonferroni correction among each 
probe.  
 
Concentration dependency of fluorescence generation from BCME 
To BCME (0, 1, 5, 10, 50, 100 mM, 10 L, final concentration, 0, 0.2, 1, 2, 10, 20 mM) in TFA 
(10 L) were added PAD buffer (35 L) and 4MEBz-FluME (1 mM, 5 L, final concentration; 
100 M). The mixture was incubated at 50 C for 2 hr, and then, the fluorescence intensity was 
measured with a plate reader (ARVOX5). The results are mean  s.e.m. from three experiments. 





Detection of PAD4 and PAD2 activity with 4MEBz-FluME  
The enzymatic reaction was conducted in PAD buffer (100 mM Tris HCl, 50 mM NaCl, 10 mM 
CaCl2, 2 mM DTT, 20 mM BAEE, PAD4 (as provided in the PAD4 assay kit purchased from 
Cayman Chemical, without dilution) or 600 nM PAD2 and 10 M Cl-amidine; toal volume was 
20 L) at 50 C for 1 h. TFA (10 L), 1 mM 4MEBz-FluME (5 L, final concentration 100 
M) and PAD buffer (15 L) were added, and the mixture was incubated at 50 C for 2 h. 
Fluorescence intensity was measured with a plate reader (ARVOX5). The results are mean  
s.e.m. from three experiments. ***p < 0.005 after Bonferroni correction. In addition, generation 
of BCME after the enzymatic reaction of BAEE with PAD4 for 1 hr was confirmed by HPLC 
analysis. The reaction solution was loaded onto an Inertsil ODS-3 column (5 mm; 150  4.6 
mm) on a Shimadzu HPLC system. The eluates were monitored with a photodiode array 
detector (SPD-M10A VP). (A) MilliQ water containing 0.1  TFA and (B) MeCN containing 
0.1  TFA were used as developing solvents. Gradient conditions were as follows: 0 min, A 80 
 and B 20   20 min, A 20  and B 80.  
 
Calculation of half-inhibitory activity of Cl-amidine using 4MEBz-FluME.  
The enzymatic reaction was conducted in PAD buffer (100 mM Tris HCl, 50 mM NaCl, 10 mM 
CaCl2, 2 mM DTT, 50 mM BAEE, 1.5 M PAD4 and 1, 10, 100, 1000 M Cl-amidine at 50 C 
for 1 h. TFA (10 L), 1 mM 4MEBz-FluME (5 L, final concentration 100 M) and PAD 
buffer (15 L) were added, and the mixture was incubated at 50 C for 2 h. Fluorescence 
intensity was measured with a plate reader. The results are mean  s.e.m. from three 
experiments. ***p < 0.005 after Bonferroni correction. IC50 value of Cl-amidine was calculated 
by using GraphPad Prism6. Y = Bottom + (TopBottom)/ (1+10^((LogIC50X)HillSlope), X = 
concentration of Cl-amidine, Y = inhibition rate, Top = maximum reaction value, Bottom = 
basic reaction value. 
 
Calculation of Z’ factor about detection system using 4MEBz-FluME.  
The enzymatic reaction was conducted in PAD buffer (100 mM Tris HCl, 50 mM NaCl, 10 mM 
CaCl2, 2 mM DTT, 50 mM BAEE, 1.5 M PAD4 at 50 C for 1 h. TFA (10 L), 1 mM 
4MEBz-FluME (5 L, final concentration 100 M) and PAD buffer (15 L) were added, and 
the mixture was incubated at 50 C for 2 h. Fluorescence intensity was measured with a plate 
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